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) lonenaustauscher 

) Die Erflndung betrifft Trennmaterislien fOr die lonenaus- 
tauschchromatographie auf der Grundlage von hydroxyl- 
gruppenhaltigen Baslstragern, auf deren Oberflachen Poly- 
mere kovalent gebunden sind, dadurch gekennzeichnet, daS 

a) der BasistrSger aliphatische Hydroxylg ruppen enthilt, 

b) die kovalentgebundenen Polymeren Ober eine endstandi- 
ge Mohomerelnheit an den Baslstriger gebunden sind, 

c) die Polymeren sowonl Monomerelnheften der Form el II als 
euch der Formel ill enthalten, . 

d) die Monomerelnhehen linear verknOpft sind. 



ein Rest X OH und der endere Rest X NR 8 R 9 , N+dW Oder 

SO.H 

una 

R s , R 8 und R 7 unabhangig voneinander 

C,-C 4 -ADcyl, wobel alner Oder beide Reste R 6 und/oder ft* 

auch H sein kfinnen. 



<CR1R2-CR3)- 
I 

0= C-0-(CH2)a- 



CH-CH-R4 

I I 
OH OH 



lu 



-(CR1R2-CR3)- 



0= C-O- (CH 2 )n- CH-CH-R4 

II 

XX 

worin 

R 1 , R 2 und R 3 unabhangig voneinander 
H oder CH 3 , 

R* H, C^Cg-AIkyi Oder Cg-C^-Aryi, 
n eine ganze Zahl zwischen i und 5, 

Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder elngereichten Unterlagen entnommen 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Trennmaterialien far die Ionenaustauschchromatographie. 

Fttr die Ionenaustauschchromatographie insbesondere von MakromolekQlen biologischen Ursprungs (Biopo- 
5 lymere) sind aus DE 38 11 042 ionische Pf ropfpolyraere bekannt, bei denen alle Monomereinheiten die jeweili- 
gen ionischen Strukturelemente aufweisea Trotz der im allgemeinen hervorragenden Eigenschaften dieser 
lonenaiistauscher, wurde bei einzelnen Anwendungen gefunden, daB einzelne Analytbanden nur unzureichend 
getrennt waren. Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, Trennmaterialien mit verbesserten Eigenschaften 
bereitzustellen. 

io Aus der unverdffentlichten Anmeldung DE 43 10 964 sind oxiranhaltige aktivierte Tragerraaterialien bekannt, 
bei denen Monomere der Forme! I auf einen hydroxyigruppenhaltigen Basistriger aufgepfropft sind, 
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CR1R2 == CR3 

i 

O = C-0-CCH 2 )n-CH-CH-R4 

o 



worin 

R 1 , R 2 und R 3 unabhingig voneinander 
25 HoderCHs, 

R 4 H,Q -Q-Alkyl Oder C6-C, 2 -Aryl 
und 

n eine ganze Zahl zwischen 1 und 5 
bedeuten. 

30 Es wurde gefunden, daB sich diese aktivierten Tragermaterialien in an sich bekannter Weise zu Trennmateria- 
lien f Qr die Ionenaustauschchromatographie umsetzen lassen. Die resultierenden Trennmaterialien weisen ver- 
besserte Eigenschaften auf. 

Gegenstand der Erfindung sind somit Trennmaterialien fQr die Ionenaustauschchromatographie auf der 
Grundlage von hydroxyigruppenhaltigen Basistragern, auf deren Oberflichen Polymere kovalent gebunden 
35 sind, dadurchgekennzeichnet, daB 

a) der BasistrSger aliphatische Hydroxylgruppen enthilt, 

b) die kovalentgebundenen Polymeren Qber eine endstandige Monomereinheit an den Basistrager gebun- 
den sind, 

40 c) die Polymeren sowohl Monomereinheiten der Forme! II als auch der Formel III enthalten, 
d) die Monomereinheiten linear verkntlpft sind, 



-(CR1R2-CR3)- 



0= C - O - (CH 2 )n- CH-CH-R4 H 

1 1 

OHOH 

<CR1R*-CR3)- 

i 

O- C - O - (CH 2 )a - CH-CH-R4 m 

1 1 



X X 



worin 

65 R 1 ! R 2 und R 3 unabhangig voneinander 
HoderCH3, 

R 4 H, Ci -Cs-AlkyI oder Ce-Qr Aryl, 
n eine ganze Zahl zwischen 1 und 5, 
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ein Rest X OH und der andere Rest X NR 5 R 6 , N + R 3 R 6 R 7 oder S0 3 H 
und 

R 5 , R 6 und R 7 unabhfingig voneinander 

Ci — CMlkyl, wobei einer oder beide Reste R 5 und/oder R 6 auch H sein k6nnen, 
bedeuten. 

Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgemaBen Trennmaterialien bei der Trennung 
von Gemischen mindestens zweier Substanzen, insbesondere zur Trennung von Biopolymeren, mittels Ionen- 
austauschchroraatographie. 

Gegenstand der Erfindung sind auch Verf ahren zur Hersteliung von TYennmaterialien fQr die Ionenaustausch- 
chromatographie, dadurch gekennzeichnet, daB aus DE 43 10 964 bekannte oxiranhaltige aktivierte Tragerma- 
terialien mit schwefliger S§ure oder ihren Salzen oder mit primaren, sekundSren oder tertiaren Aminen der 
Forme] IV 

NR 5 R 6 R 7 IV 

umgesetzt werden, worin 

R 5 , R 6 und R 7 unabhtngig voneinander 

Ci — Q-Alkyi, wobei einer oder zwei dieser Reste auch H sein kdnnen, 
bedeuten. 

Gegenstand der Erfindung sind Verfahren zur Trennung von Gemischen mindestens zweier Substanzen, 
insbesondere zur Trennung von Biopolymeren, mittels Ionenaustauschchromatographie unter Verwendung der 
erfindungsgemaBen Trennmaterialien. 

Abb. 1 stellt eine Elutionskurve (Durchbruchkurve) dar; experimentelle Einzelheiten fmden sich in Anwen- 
dungsbeispiel A. Abb, 2 stellt eine Elutionskurve einer chromatographischen Trennung von humanem Serumal- 
bumin, Ovalbumin und Conalbumin dar; experimentelle Einzelheiten finden sich in Anwendungsbeispiel C 

ErfindungsgemaB konnen fQr die Hersteliung von Kationenaustauschern mit Suifonylgruppen schwefelige 
SSure oder ihre Salze verwendet werden. FQr die Hersteliung von Anionenaustauschem kannen primare, 
sekundare oder tertiare Alkylamine mit 1-4 C-Atomen in der oder den Alkylkette(n) verwendet werdea 
Folglich konnen die Reste R 5 , R 6 und R 7 jeweils unabhangig voneinander Methyl, Ethyl, Propyl, iso-Propyl 
n-Butyl, iso-Butyl oder tert-Butyl bedeuten, wobei ein oder zwei dieser Reste auch Wasserstoff bedeuten 
k6nnen. Somit kdnnen beispielsweise fflr die Hersteliung von Anionenaustauschem mit Aminogruppen Methy- 
lamin, Dimethylamin, Ethylamin, Diethylamin, Ethylmethylamin, Propyiamin, Dipropylamin oder Methylpropy- 
lamin verwendet werden. Bevorzugt werden Dimethyl- oder Diethylamin verwandt FQr die Hersteliung von 
Anionenaustauschem mit quaternSren Ammoniumgruppen kdnnen beispielsweise Trimethylamin,TriethyIamin, 
Ethyldimethylamin oder Diethylmethylamin verwendet werden, wobei die Verwendung von Trimethylamin 
bevorzugt ist 

Die genannten Verbindungen reagieren mit dem Oxiransystem, wobei bei Verwendung von schwefliger Saure 
oder ihren Verbindungen sulfonierte Kationenaustauscher entstehen. Bei der Verwendung von primaren oder 
sekundaren Aminen entstehen Anionenaustauscher mit Aminogruppen, bei der Verwendung von tertiaren 
Aminen Anionenaustauscher mit quaternaren Ammoniumgruppen. UberschQssige Oxirangruppen werden mit 
verdQnnter Schwefelsaure zu Diolgruppen hydrolysiert Die genannten ionischen Monomereinheiten der For- 
mel III sind zu 5 bis 50 Molprozent, bevorzugt zwischen 10 und 30 Molprozent enthalten; die Qbrigen Monomer- 
einheiten besitzen die Diolstruktur nach Formel II. Die Beladungsdichte lafit sich durch die Wahl der Konzentra- 
tion der Reaktionspartner, d h. der schwefligen Saure beziehungsweise der Amine, einstellen. 

Die folgenden Beispiele sollen den Gegenstand naher erlautern; diese Beispiele stellen keine Einschrankung 
des Erfindungsgegenstandesdar. 



Die folgenden Reaktionen werden in einem 500-mI-Dreihalskolben mit RQhrer ausgefQhrt Die Suspensionen 
werden durch Filtration auf einer Glasfritte (G2) gewaschen. 



Zu einer Suspension aus 100 ml sedimentiertem FractogeL^TSK HW65(S) und 66 ml Wasser werden mit 3 g 
Ammoniumcer(IV)nitrat (geldst in einer Mischung aus 180 ml Wasser und 3 g HNO3 (65%)) bei Raumtempera- 
tur unter starkem RQhren vermischt Nach 1 Minute erfolgt die Zugabe einer Ldsung von 6 g (23-Epoxypro- 
pyl)-methacrylat in 44 ml Dioxaa Es wird eine Stunde weitergerQhrt AnschlieBend wird das Reaktionsprodukt 
zweimal mit je 200 ml Wasser gewaschen. 



Beispiele 



Beispiel 1 



Hersteliung eines oxiran-aktivierten Tragers ausgehend von FractogeF-TSK HW 65 (S) 



Beispiel 2 



Synthese eines mit Diethylamin substituierten Tragermaterials 



100 g abfiltriertes Gel hergestellt nach Beispiel 1 werden in 100 ml Wasser suspendiert und 100 ml Diethyla- 
min zugegeben. AnschlieBend wird 20 Stunden bei Raumtemperatur weitergerQhrt Danach wird das Reaktions- 
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produkt zweimaJ mit je 100 ml Wasser gewaschen. 

Das gewaschene Reaktionsprodukt wird in 100 ml einer 0.5 M Schwefels&ureldsung suspendiert und zwei 
Stunden bei 40°C langsam gerQhrt Danach wird mit 0,25 M Phosphatpuffer (pH 7) bis zum Neutralpunkt, 
anschlieBend mit Wasser gewaschen. Das Gel wird in wHDriger Suspension unter Zusatz von 0,02% Natriumazid 
5 gelagert 

Der resultierende DEA-Anionenaustauscher weist eine Kapazitat von 160 mg Rinderserumalbumin/ml Gel 
auf. 

Beispiel3 

10 

Syn these eines mit Trimethylamin substituierten Trigermaterials 

Die Herstellung erfolgt wie in Beispiel 2 beschrieben, wobei statt des Diethylamins 100 ml wa&rige Trimethy- 
laminldsung (30%) eingesetzt werden. 
15 Der resultierende quaterntre Anionenaustauscher weist eine Kapazitat von 130 mg Rinderserumalbumin/ml 
Gel auf. 

Beispiel 4 

20 Syn these eines sulf onierten Trigermaterials 

100 g abfiltriertes Gel hergestellt nach Beispiel 1 werden in einer Ldsung von Na2S0 3 (100 g/1) in Natrium- 
phosphatpuffer 20 g/1; pH 8) suspendiert und bei 60°C drei Stunden gerQhrt Danach wird das Reaktionsprodukt 
zweimal mit je 100 ml Wasser gewaschen. 
25 Das gewaschene Reaktionsprodukt wird in 100 ml einer 03 M SchwefelsaurelOsung suspendiert und zwei 
Stunden bei 40° C langsam gerQhrt Danach wird mit 0,25 M Phosphatpuffer (pH 7) bis zum Neutralpunkt, 
anschlieBend mit Wasser gewaschen. Das Gel wird in wafiriger Suspension unter Zusatz von 0,02% Natriumazid 
gelagert 

30 AnwendungsbeispielA 

Ermittlung der Bindungskapazitat mit Rinderserumalbumin (Durchbruchkurve) 

Tragermaterial, hergestellt nach Beispiel 2, wird in eine Super-Formance* Glassaule (50 x 10 mm) gefQllt und 
35 mit dem Auftragepuffer (50 mM TRIS-Puffer, pH 8£) aquilibriert Eine Ldsung von Rinderserumalbumin 
(10 mg/ml) in diesem Puffer wird kontinuierlich aufgetragen (FluB: 0,5 ml/min) und das Elutionsdiagramm durch 
Photometrie bei 280 nm gemessen. Aus der Durchbruchskurve wird die Kapazitat bestimmt 

Es wird eine steile Durchbruchskurve gefunden; die Kapazitatsberechnung ergibt 158 mg Rinderserumalbu- 
min/ml Gel (siehe Abb. 1). 

40 

Anwendungsbeispiel B 

Ermittlung der Bindungskapazitat mit Rinderserumalbumin nach Behandlung mit 1 M NaOH 

45 Je 10 ml Tragermaterial, hergestellt nach Beispiel 3, werden in je 40 ml 1 M NaOH suspendiert und im 
Wasserbad unter gelegentlichem SchQtteln zwei Stunden erwarmt (40, 50 und 60°Ql AnschlieBend werden die 
Proben in 50 mM TRIS-Puffer (pH 83) suspendiert Die Bindungskapazitat wird wie in Anwendungsbeispiel A 
beschrieben bestimmt: 



Behandlung: Kontrolle 40 °C 50 °C 60 °C 

Bindungskapazitat 

(mg/BSA/ml) 84,7 105,7 84,4 73,3 

55 

Anwendungsbeispiel C 
Trennung von humanem Serumalbumin, Ovalbumin und Conalbumin 

60 

Tragermaterial, hergestellt nach Beispiel 2, wird in eine Super-Formance® Glassaule (50 x 10 mm) gefQllt und 
mit dem Auftragepuffer (20 mM TRIS-Puffer, pH 8,0) aquilibriert Eine Mischung enthaltend humanes Serumal- 
bumin, Ovalbumin und Conalbumin (je 4 mg/ml) wird aufgetragen (200 u1)l Eluiert wird bei einem Flufi von 
1 ml/min mit einem Gradienten von 0 bis 1,0 M NaCl in 20 mM TRIS-Puffer, pH 8,0 (Dauer 100 Minuten). Das 
65 Elutionsdiagramm wird durch Photometrie bei 280 nm gemessen. 
Die drei Proteine werden vollstandig getrennt (siehe Abb. 2), 
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Patentansprflche 

1. Trennmaterialien fQr die Ionenaustauschchromatographie auf der Grundiage von hydroxylgruppenhalti- 
gen Basistragern, auf deren Oberflichen Polymere kovalent gebunden sind, dadurch gekennzeichnet, daB 

a) der Basistrager aliphatische Hydroxylgmppen enthalt, 

b) die kovalentgebundenen Polymeren fiber eine endstandige Monomereinheit an den Basistrager 
gebunden sind, 

c) die Polymeren sowohl Monomereinheiten der Formel II als auch der Formel HI enthalten, 

d) die Monomereinheiten linear verknQpft sind, 

-(CR1R2-CR3)- 



10 



0= C - O - (CH 2 )n - CH-CH-R4 H is 

ii 



OHOH 

<CRiR2-CR3). 



20 



0= C - O - (CH 2 )n - CH-CH-R4 HI 25 

1 1 



X X 



30 



worm 

R 1 , R 2 und R 3 unabh&ngig voneinander 
HoderCH* 

R 4 H, Ci -Cs-Alkyl oder Cs-CirAryl, 

n eine gauze Zahl zwischen 1 und 5, 35 

ein Rest X OH und der andere Rest X NR 5 R 6 , N + R 5 R 6 R 7 oder SO3H 

und 

R 5 , R 8 und R 7 unabhangig voneinander 

Ci — Q- Alky], wobei einer oder beide Reste R s und/oder R 6 auch H sein kdnnen, 

bedeuten. 40 
Z Verwendung von Trennmaterialien mit den Merkmalen von Anspruch ! bei der Trennung von Gemischen 
mindestens zweier Substanzen, insbesondere zur Trennung von Biopolymeren, mittels Ionenaustauschchro- 
matographie. 

3. Verf ahren zur HersteUung von Trennmaterialien fQr die Ionenaustauschchromatographie, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB oxiranhaltige aktivierte Tr§germaterialien, bei denen Monomere der Formel I auf einen 45 
hydroxylgruppenhaltigen Basistrager aufgepfropft sind, 

CR1R2 = CR3 

1 » 

O - C-CKCH 2 )n-CH-CH-R4 I 



o 



55 



worm 

R 1 , R 2 und R 3 unabhangig voneinander 

HoderCH 3 , oo 

R 4 H, Ci-Cs-Alkyl oder C6-Ct2-Aryl 

und 

n eine ganze Zahl zwischen 1 und 5 

bedeuten, mit schwefliger Satire oder ihren Salzen oder mit primaren, sekundaren oder tertiaren Aminen 
der Formel IV, 55 

NR 5 R 6 R 7 IV 
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worin 

R 5 , R 6 und R 7 unabhangig voneinander 

Ci — d-Alkyl, wobei einer oder zwei dieser Reste auch H sein kdnnen, 
bedeuten, umgesetzt werden. 

4. Verfahren zur Trennung von Gemischen mindestens zweier Substanzen, insbesondere zur Trennung von 
Biopolymeren, mittels Ionenaustauschchromatographie unter Verwendung von TVennmaterialien mit den 
Merkmalen von Anspruch L 
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